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Beschreibung 



Die Erfindung betriff t einen Reaklor fiir mikrochenusche 
bzw. mikrobiologische Synthesen gemaB der Gattung der 
Patentanspriiche, Sie ist insbesondere zur Anwendung auf 5 
dem Gebiei der hochparaUelen chemischen Synthese be- 

^^^sind rclativ groBlumige ReaktionsgefaBe zur Durch- 
fuhrung mikrochemischer Reaktionen bekannt, die aus ei- 
nem Behalter mit mindestens einer Offhung bestehen, wobei lo 
fUr Festphasenreaktionen die Offnungen mit Hltem oder 
Fritten abgedeckt sein konnen. Diese dienen der Vfereini- 
fiung mehrerer Stoffe in fester, geloster oder flui^iger Form. 
Zum Durchfuhren von Reaktionen mit liquiden Komponen- 
ten werden die flussigen Substanzen mit Hilfe einer Pipette 15 
in das ReaktionsgefaB gefiillt. In den letzten Jahren hat sich 
eine Entwicklung zur Vercinfachung des L^rbetoebs 
durchgesetzt; sie besteht in d^ Immobilisierung eines Reak- 
tionspartners. Aufwendige Prazipitations- oder Extraktions- 
arbeiten sind damit uberflussig. Das Durchfuhren der Fest- 20 
phasenreaktionen erfordert nur noch die Zufuhr von Losun- 
gen und anschUeBende Filtrations- oder Absaugschntte, um 
die in Losung befindlichen Reaktionspartner wieder zu ent- 
femen Das Verfahren ist relativ leicht zu automatisieren 
und dgnet sich zur Bewaltigung groBer Probenzahlen im 25 
ml-Volumenbereich. Es vArd heutzutage regehnaBig emge- 
setzt bei biochemischen oder chemischen Umsetzungen v^e 
der Peptidsynthese, der Oligonukleotidsynthese, d^ kombi- 
natorischen Chemie, Bioassays wie ELLSA oder RIA und 
derChromatographieim "batch"- Verfahren, wiedemlonen- 30 
austauschbeiderDNA-Aufreinigung. 

Dabei werden ubUcherweise die Flussigkeiten mittels Pi- 
petten dosiert. Die Festphasen befinden sich in emem GefaB 
ndt Oder ohne Filterboden. Aus der Produkt-LiformaUon 
AMS 422 der Firma Abimed (Postfach 11 11, 40736 Lan- 35 
genfeld) ist ein Einweg-DurchfluBreaktor mit eingelegter 
Fritte bekannt. Dieses System ist aber relativ groBvolumig 
und nicht fur eine Parallelisierung und AutomaUsierung ge- 
eignet. Befindet sich die Festphase im GefaB rait Filtarbo- 
den, werden Zenuifugalkrafte oder ein Vakuum angel^t, 40 
um die Losungen von der Festphase zu trennen. Hi^i 
werden neben den Filtem auch Vorrichtungcn zum Auffan- 
gen der Russigkeiten benotigL Befindet sich die FesU>h^ 
im GefaB ohne Filterboden, werden die Losungen durch Pi- 
pettierschriueentfemt, wobei dafurSorgezuUragen 1st, daB 45 
die Festphasen nitht in die Pipetten gelangen, Diese Proble- 
matik fuhrte beispielsweise zu der Entwicklung von Perlen 
mit magnetisieriDarem Kcm, welche sich durch das Anlegen 
eines Magnetfeldcs zur GefaBwandung Ziehen lassen und 
somit weniger gefahrdet sind, durch den Pipeiuerschntt er- 50 

faBt zu werden. . o *u 

BekannUich erlauben hochparallclc chcmische Synthesen 
die Darstellung von Subslanzbibliotheken in vetgleichs- 
weise sehr kurzer Zeit. Solche Synthesen werden ubhcher- 
weise an einem festen Tragermaterial durchgefuhn. Dies er- 55 
leichtert die Aufarbeitung der Proben und das Verschieben 
des Reaktionsgleichgewichtes. Das TVagermatenal fur die 
Synthese besteht gcmeinhin aus- chemisch modifizierten 
Polymerharzkugeln, Polymerharzblocken oder -schichten, 
Oder Glasperlen bzw. -platten. 

Zwei iVpen von hochparaUelen Syntheseverfahren sind 
zu unierscheiden: die Synthese in der Mischung und die 
Synthese von vereinzelien Proben. Mischungsverfahren ha- 
ben den Nachteil, daB die Information uber die Identitat der 
Substanzen bzw. deren Syntheseprotokolle verloren geht 65 
und durch Resynthese und/oder aufwendige biologische 
Testverfahren wieder beschafft werden muB (DekonvoluU- 
onsverfahren). 



Einen Ausweg bielet die "mix-and-split** Synthese an. 
Hierbei werden Subslanzbibliotheken mit dem Ziel erzeugl, 
pro Polymerharzkugel nur eine Substanz darzustellen. Die 
Identitat der Substanz kann abgeleitet werden, wenn genu- 
gend Material fiir eine Analyse erhalten wird. Da die aus ei- 
ner Perle zu gewinnenden Substanzmengen zber oft sehr ge- 
ring sind, bzw. fiir den Bioassay benotigt werden, wurden 
Kodierungsverfahrcn entwickelt; in einer Parallelsynthese 
wird dabei die Reaktionsgeschichte der Perie chemisch auf 
dem Polymerharz festgehalten. 

Demgegenuber stehen Methoden, bei welchen alle Be- 
standteile des Substan^)ools in von vomherein raumlich ge- 
trennten Bereichen synthetisiert werden. Das Festphasentra- 
germaterial wild in einer vorgegebenen zweidimensionalen 
Anordnung ("array") vorgelegt; das jeweiligeReaktionspro- 
tokoU bzw. die entsprechende Zaelstruktur ist ubUcherweise 
durch eine xy-Kooidinate definiert Ein sehr iUustrahves 
Beispiel wurde von Fbdor ct al durch den Aufsatz "Light- 
Directed SpatiaUy Adressable ParaUel Chemical Synthesis" 
Science 251 (1991) pp. 767-773 veroffentUcht Darin wer- 
den mit UchtempfindUchen Schutzgruppen beschichtete 
Glastrager durch photoUthographische Prozesse in tausend 
mikroskopisch kldne Substanzfelder aufgegUedert 

Andere Verfahren benutzen ebenfaUs Glasplatten, oder 
mit Perlen gefuUte mikrokompartmentierte Siliziumschei- 

ben, "Chips", . 

Die Synthese auf mit Polymerharz beschichleten btaben 
(Hn-Technologic, siehe Use of peptide synthesis to probe 
viral antigens for epitopes to a resolution of a single aimno 
^id" H. M. Geysen et al, Proc. Nad. Acad, Sci. USA 81 
(1984) pp 3998-4002) hat den Vorteil, mit dem weit ver- 
breiteten 96-Kammem-Mikrotiterplattenformat kompatibel 
zu sein. Die in d^Festphasensynthese bereits erprobten und 
bekannten TragermateriaUen konnen mit der kommerzieUen 
Variante der Pin-Technik nicht prozessiert werden. Jedoch 
sind auch schon Pins beschrieben worden, welche iml Glas- 
oder Polymerperlen gefuUt werden konnen ("Diversomers: 
An approach to nonpeptide, nonoUgomeric chenucal diver- 
sity" S Hobbs De Witt et al, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 90 
(1993) pp. 6909-6913). In aU diesen FaUen wirkt sich fiir 
die angestrebte ParaUeUsierung und Automatisierung der 
Arbeiisschritte ungUnstig aus, daB die Pins, Chips oder 
Rohrchen nur TOger fiir die feste Phase darsteUen; die Rus- 
sigkeitszufiihr isl nicht im System integriert und muB s^- 
rat durch Eintauchen oder Spulen afolgen, siehe den IJber- 
sichisartikel "Multiple Peptide Synthesis Methods and Their 
Applications" G. Jung et aU Angew. Chem, I"^^* 
(1992) pp 367-383, auch in Angew. Chem. 104 (1992) b. 

^^t£' Erfindung Uegt daher die Aufgabe zugrunde, einen 
einfach aufgebauten Reaktor fur mikrochenusche 
krobiologische Synthesen zu schaffen, der im Laborbetrieb 
eine erhebUche Vereinfachung und Beschleunigung der 
Synlheseschritte sowie eine Verringerung des instrumentel- 
len Aufwandes bd der Synthese ermogUcht und der daruber 
hinaus fiir die Laborautomatisierung und die Prozessierung 
groBer Probenzahlen im ml-Bereich besonders geeignet 1st. 

GemaB der Erfindung wird diese Aufgabe durch die kenn- 
zeichnenden Merkmale des erslen Patentanspruchs gelost. 
Die vorliegende Erfindung beinhaltet also einen Reaktor, 
der eine Vereinigung einer Pipette und eines ReakUonsgefa- 
Bes darsteUL Diese Bauform aus Reaktor und Rpette besitzt 
im unteren Bereich, in der Nahe der Pipettenspitze, einen 
Oder mehrere Auslasse und/oder eine mit Filtem oder Fntten 
abgedeckle Offnung zum En- und/oder Auslassen der Rus- 
sigkeiten und oben einen Ansatz zum AnschluB einer Do- 
sierhilfe. VorleiUiaft kann innerhalb der Pipette ein offenba- 
res VerschluBmittel, vorzugsweise in Form einer magneti- 
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sieibaren Kugcl voigesehen sein. die mit der Umfangswan- 
dung der Pipette oder durch Lagerung auf einem eingesctz- 
ten Ring ein Kugelventil bildeL 

Es wurde gefunden, daB die Vereinigung von Pipetle und 
ReaktionsgefaB in einem Element Uberraschendwwase we- 
sentUch zur Veteinfachung und Beschleunigung der^Ae- 
seprozeBschritte beitrSgt. Zentrifugen, AuffanggefaBe. Fil- 
ter und Absaug- oderNiederschlagsvorricbtungen undderen 
Bedienung werden durch die Erfindung entbehrUch. 

Ein weiterCT unerwarteter Vorteil besteht m der verioKZ- 
ten Reaktionszeit durch die bessete Durchmischung^ Re- 
aktanden. Bei Einheit von Pipette und ReaktionsgefaB kann 
die flussige Phase beliebig oft aufgenommen utid wieder ab- 
gegeben werden, die gclosicn Reagenzien werden dab«i auf 
besonders effiziente Wcisc an der Festphase yorbeigefuhrt. 
Die Reaktionen sind dadurch wesentlich schneUer zum Re- 
aktionsgleichgewichi /.u bringcn. 

HetkemmUche Filiraiions- oder Absaugverfahreo lassen 
dies nicht zu und musscn cniwcdcr wesentUch langere Inku- 
bauonszeiten in Kauf nchn.cn oder MaBnahmen ergteifcn, 
um die Festphase ini ReaktionsgefaB durch OasstronK, me- 
chanisches Schutteln oder Uliraschall zu bewegen, bzw. in 
einem Ofen oder Tempcricrbad oder -block zu «wannen^ 
Die Erfindung umfaBi jcdc Kombination aus chemsch 
Oder biologisch modifi/.icncn Obcrflachen und emwPipet- 
tenspitze. Die modifizicrtc Obcrflache kann Bestandtcil der 
Pip^enspitzeninnenobcrnachc sein, oder die Pipettenspitze 
kanTals Behalmis fur Polynierharzperlen oder GlasparOkel 
dienen. Weiieriiin kann die Pipettenspitze als Haltoung fur 
GlaskamUaren oder GlasgefaBe fungieten, wobei die Reak- 
tion auf Festphasenobcrflachen in den Glasbehaltniswn 
stattfindet. Die Erfindung umfaBt auch Pipettenspitzen fur 
die homogene chemische und enyzmatische Synthese^ so- 
wie fur Immunoassays. Hicrbei befinden sich voigelegte 
Reagenzien in kovalent gebundener, adsorbierter oder adha- 
rierter Form in oder auf der Pipettenspitze. 

Bevorzugt sind die handelsubliche Einwegpipetlenspit- 
zen fur Volumina von 0.01 bis 5 ml. welche mit reakuven 
Festphasen in loser oder strukturierter Form oder als Bk)ck 
befuUt sind und einen Filter besitzen. um den Austausch von 
Russigkeiicn zu gewahren und dabei die Festphasen zu- 
rUckzuhalten. 

Besondeis bevorzugt isi eine Pipettenspitze aus Polyi^o- 
pylen mit einem \folumcn von 0.01 bis 1 ml. welche mit 
Svnthesehaiz gefullt ist und deren untere Offnung imt eincr 
magnetisierbaren-Stahlkugel oder Glaskugel verschlossen 
isf ihre Seitenwand kann mit Bohrungen von 0.1 mm 
Diirchmesser perforicrt sein. Die Perforation ertaubl den 
Ausuusch der ROssigkeit. Die Kugel kann bei Bedarf von 
auBen magnetisch angehoben werden, um das Entfemen des 
Syntheseharzes aus der Spitzc oder den Eintrag von Synthe- 
seperlenindieSpiizezuemioglichen. 

Der erfindungsgenwBe Reaktor kann beispielswcise so 
verwendel werden, daB die Pipettenspitzen mit chemisch 
Oder biologisch aktiven Molekulen oder Gruppen beladen 
werden Diese modifizierten Pipeuenspitzen werden an- 
schlieBend - durch bevorzugt automatische Manipulauon- 
mit Losungsmitteln oder Waschteagenaen gefullL Dabei 
finden in den Pipettenspitzen chemische Synthesen oder 
biologischeWechselwirkungensiatt. 

Eine manuelle Synthese eines Dipeptids wird beispiclhaft 
durchgefiihrt. Hierzu wird eine Kapillare (2 ml Volumen, 
EM) mit 80 Perlen eines mil einer Aminosiure und einem 
saurelabilen Linker beladenen Polystyrolharzes (Fmoc-Ala- 
HMPB Novabiochem) befiillt und in eine Pipetlcnspitze 
eingest^kt Die KapiUare wird mit Hilfe einer ^omita- 
schen Pipette (EppendorO fUnfmal mil 20% P'Pf"din^MF 
und funfmal mit einer Losung von Fmoc-Phe-OH (0.25 M), 



HBTU (0.25 M). HOBt (0.25 M), DIEA (0.5 M) in DMF 
und dreimal mit DMF gcspOlt. Die Perlen werden in 0.25 ml 
5% TFA/DCM flberfiihrt und nach 15 mm abfiltnert Dm 
Filtrat wird eingedampft und in « 
5 TFA aufgenommen. 20 ml werden mittels HPLC ^ 18 
Saule Unearer Gradient von 5 auf 95% Acetonitnl/\Wisser 
in 35 'min UV-Detektion bei 220 nm) analysiert. Eine Pea- 
kidentifikalion geschieht durch Vergleich mit Referenzsub- 
stanzen. Das HPl^Chromatogramm zeigt das Produkt 
to Fmoc-Phe-Ma-OH (Relentionszeit iR 23.088 min) m hoher 
Reinheit und guter Ausbeute. .... 

Eine automatisierte Synthese wird beispielsweise an 
Hand des Dodecapeptids H-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-ne-Prt>- 
Glu-Glu-iyr-Leu-Gln-OH durchgefUhrt. Zchn perfoneite 
15 und mit KugelventUen vMsehene Pipettenspitzen wurden 
mit je 2mg Synthesehaiz Fmoc-Gln(Trt)-SASRIN (Ba- 
chem. Hddelbcrg) befuUt Die Spitzen werden auf einra Pi- 
pettierroboter (Tomtec Quadra, Zinsser Analytic. Frankfurt) 
gesteckt und durch Aufsaugen, Inkubieten und Abgeben 
20 von in MikiotiterplallengefaBe voigelegten Reagenzien elf 
Synthesezyklen unteizogcn. Dabei besteht ein Syntheseqr- 
klus aus folgenden Schritten: 
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1 X je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Dichlormethan. 

2 X je 2.3 min Inkub^on mit 0.05 ml Dimethylforma- 
mid(DMF). ^ . 
4 X je 2 min Inkubation mit 0.05 ml 20%igem Pipcn- 
din/(DMF) aus anon GefaB mit insgesamt 0.15 ml 

Reagenzlosung, . ^. . , 

1 X je 2 min Inkubation mit 0.05 ml Dichlormethan. 

3 X je 2 min Inkubation mit 0.05 ml DMF. 
6 X je 2 25 min Inkubation mit 0.05 ml 0.5 M Fmoc- 
Aminosaure-OP-Estei; 1 M Hydroxybeniotnazol 
(HOBt)) 1 M Diisopiopylethylamin (DIEA) aus einem 
GefaB mit insgesamt 0.17 ml Reagenzlosung, 

1 xje 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml DMF, 

2 X je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Acetanhydtid/ 
DIEA/HOBt, 

1 xje 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Dichlormethan. 

Die aus den Pipettensfritzen ethaltenen Produkte werden 
mit TYifluoressigsauieWasser vom Syntheseharz abges^- 
ten entschuizt und durch Etherprampitation isolierL Die 
An'alytik dieser Produkte mit Hochdruckflussigkeitschroma- 
45 tographie (HPLQ zeigt Reinheiten von uber 95%; ihre Ana- 
lytik mittels Massenspektiometrie bestStigt die Richugkeit 
der Sttukturen. Unteischiede zwischen den Produkten aus 
den verschiedenen Pipettenspitzen wurden nicht festgesteUt. 
Die Qualitat der Substanzcn ist von gleicher Gute wie dieei- 
50 ner kommerzieU erhaltlichen, HPLC-gereinigten Referwz- 
substanz (Hirudin 54-65 desulfated, Bachem, Heidelberg). 

Die Erfindung wild nachstehend an Hand der schemaU- 
schen Zeichnung von vier AusfUhrungsbeispielen naher er- 
lautert. Es zeigen: 
55 Fig. 1 eine Pipettenspitze mit Magnetkugel, 
Fie. 2 eine unten verschlossene Pipettenspitze, 
Fig. 3 eine Pipettenspitze. die durch Fritte oder Filter nut 
reakliver Oberflache verschlossen ist und 

Fig. 4 eine duich Fritte oder Filter ohne reakuve Obcrtla- 
60 che verschlossene Pipette. 

In Fig. 1 ist ein erfindungsgemaBer Reaktor dargesieUU 
bei dem eine an sich ubliche Pipette 1. die einen Ansatz 2 fur 
eine nicht daigesteUle Dosicaiiilfe aufweisu im unteren. ver- 
engten Umfangsbereich. am ein- bzw. auslaBseiUgem Ende 
65 3 mit loch- bzw. schUtzaitigen Offnungen 4 vetsehen isL Im 
ein- bzw. auslaBseitigem Ende 3 ist weiterhin eine nut <Ue- 
sem ein Kugelventil bildende Kugel 5 vorgesehen. die be- 
vorzugt aus einem magnetisierbaren Material geferUgt ist. 
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Oberhalb der Kugel 5 ist ein reakuver -Mger 6 ,n Perlen- 

hZrzJl so bemessen ist, daB alle Offnungen 4 erf^^^^" 
d^n Dte Offhungen 4 dienen dem AusUusch von Russig- 
S li^Td durch die Kugel 5 und <fas em- b^w js- 
SeSTEndc 3 gebildete KugelvenUl dem Aufaehmcn 
dem Stfemen der Perlen (Partikel) 6 aus der Sp.tze 

'^'^Xs^£l^ -eitc Ausfuhn^ngsform derPii^e 1 
dar fei der aber der Pipeticnaustritt, <tes untere. verengte 
Se 3 vcrschlossen ausgefiihrt isL Bei diesw Ausfiih- 
SJsfLS wieder loch- oder schUtzarfge Offnungen 4 
3einieaktiver'IVager6inPetlenform,jedochistkeinKu- 

nX^treS: Pipette 1 am ein- bzw^ auslaB^itigen 
Ende 3 mit einer Fritte oder einem Filter 7 versehen der/ 
Sm etorcntsprechend reakdve Oberflache gegeben isU so 
Sto gesondertc reaktive "Mger in Perienfom enlfaU«i 
k^n Die Fritte oder der Filter 7 enth^t die Offnungen fur 

SSJ^nHSL AusfUhrungsform d^.bei der 
dJS;- bzS auslaBseitigeEnde3 zwar mit ^nerFntte^^^^^ 

Sem FiL 7 ve^chlossen, der reaktive f .Jf 

SeruminPerlenformindiePipettelemgebradUistl^^^ 

^Pden Vorteil, das der reaktive -mger 6 un Bedarfsfall 

leichter auswechselbar ist. 

Patentanspriiche 
1 Reaktorfurmikrochemischeund/odermikrobiolo- 30 
gische Reakdonen, der eine Pipette imt ^^P^^^ 

Pinette in der Nahe ihres unteren, verengt«i bndes ein 
reaktiver TVager mit mindestens einem immobihsierten 

daB der reaktive Trager in Form von Partikeln ausgebil- 

f *Sktor nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, 
daB der reaktive Ttager als Fritte oder Filter ausgeb.l- 

r^eaktor nach Anspruch 2. dadurch gekenn^khn^^^ 
daB die Pipette in ihrem unteren Umfangsbereich nut 
loch- bzw. schUtzformigen Offnungen verseh«i isU 

5 ReaktornachdenAnspruchen2und4,«^chge- 45 
Lnnzeichnet. daB die Partikel denUmfangsb««chnut 
den loch- Oder schUtzformigen Offnungen entnehmen. 

6 Stor nach mindestens einem d«r voran^enden 
Anspruche.dadurchgekennzeichnet daBdiePipettean 

ihrem unteren, verengten Ende verschlossen ist. 

7 Reaktor nach Anspruch 6, dadurch gekent«eichneU 
daB die Pipette an ihrem unteren, verengten Ende mil 
einem KugelventilverschUeBbargestaltet ist. 
sTakto' nach Anspnich 1, dadurch gekennze>chneU 
daB die Pipette an ihrem unteren, verengten Ende mit 55 
einer Fritte oder einem Filter versehen isL 

9 Reaktor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Kugel des Kugelventils magnetisierbar ausge- 

JiJ'^Ritor nach Anspruch 1. dadureh gekennzeich- 60 
net, daB die Pipette aus PolypropylenbMtehi 
11 Reaktor nVch Anspnich 1 oder 10. dadurch ge- 
kennzeichnet. daB das Volumen der Pipette 0,01 bis 
1 ml umfaBi. ^ 
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